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Abstract (Basic) : FR 2609807 A 

New purified viral agent, according to claims 1-5 of the parent 
patent, is implicated in epidemic, sporadic, post-transf usional non-A, 
non-B viral hepatitis (NANBVH) . 

Also new are (1) immunological reagents (A) for detecting NANBVH 
(according to chain 15 of the parent patent) comprising immunoglobulins 
isolated from the serum of humans recovering from NANBVH infection or 
from the serum of artificially infected animals; (2) prodn. of 
ant i- NANBVH antibodies (Ab) from artificially infected animals, and (3) 
the virus strain (H-SET 1 (ECACC 87.02.05.02) isolated from the faeces 
of a patient with post -transf usional NANBVH. 

USE - The new viral agent is used to detect antibodies in blood and 
blood prods., using the methods of claims 1-8 of the parent patent. (A) 
are used to diagnose NANBVH infection by testing faeces, while Ab can 
be used therapeutically. 
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0 L'invention concerns un nouvel agent viral puritlfi tmptiqu6 
fins I'h6patite virale NANB 6pid6mique. sporadique et post- 
transfusionnetle et son utilisation en tsnt que reactrf de dia- 
gnostic. 

Elle conceme egatement un reactrf immunologfque pour la 
detection de I'hepatite virale NANB 6pidemtque. sporadique ou 
post-transfusionnelle et un procede dlsdement d'anticorps 
anti-NANB aptes a fttre utilises en tent que de tels r6actifs 
immunologiques. 

Applications desdrts errticorps anti-NANB au diagnostic de 
I'hepatite virale NANB 6pidemique, sporadique ou post-transfu- 
sionnelle et en tant qu'agents therapeutiques. 
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La pr£sente Addition a pour objet de completer 
les travaux exposes et revendiqu^s dans le Brevet principal. 

II a 6t6 6tabli conform^xnent au Brevet principal 
que le virus NANB £pid£mique est fr£quemment impliqu£ dans 
5 l'h^patite NANB sporadique et qu'il s'agit, en fait, d'un 
meme agent viral responsable aussi bien de la forme 6pid6mi- 
que que de la forme sporadique de 1' hepatite NANB. 

D' autre part, bien que 1 9 agent NANB £pid£mique 
soit consid£r£ comroe un virus v£hicul£ par 1'eau, son r6le 
10 dans l'hdpatite sporadique laissait k penser & I'Inventeur 
qu'il pouvait etre transmis par d'autres voies que 1'eau 
et notamment par la voie sanguine transf usionnelle. 

Par ailleurs , 1 ' Inventeur a mis au point des 
r^actifs de diagnostic utilisables dans la m^thode de diag- 
15 nostic de 1' hepatite NANB dficrite et revendiquSe dans le 
Brevet principal et il a 6galement d6velopp6 un kit pret 
& l'emploi pour la realisation de ladite m6thpde de diag- 
nostic. 

A cet £gard, le Brevet principal d£crit un mode 
20 de mise en oeuvre du proc6d£ de detection des anticorps 
presents dans le sang d'un ma lade atteint d ' h£patite NANB 
ou d'un convalescent d' hepatite NANB, ou dans des produits 
utilises en transfusion sanguine ou dans des fractions 
deriv^es de sang et ayant 6t6 en contact avec le virus 
25 agent causal de 1» hepatite NANB tel que d£fini dans le 
Brevet principal, selon lequel mode de mise en oeuvre le 
s£rum du malade ou du patient convalescent est mis en con- 
tact avec la preparation virale conforme au Brevet principal 
(ou avec une fraction de celle-ci) apr6s centrifugation 
30 et isolement de la bande correspondant a une density de 
1,28-1,32. 

Egalement conform&nent au Brevet principal, il 
est possible de caract^riser une activity anticorps dans 
les IgM d'un patient en vue d'un diagnostic serologique 
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trfes pr£coce de la maladie, en utilisant des anti-IgM 
humaines ou bien en captant les IgM d'un serum et en les 
f aisant r£agir avec le virus ou ses fractions et en 
caract^risant l'antigfene fixe sur 1'IgM du malade. 
5 La pr^sente Addition a pour objet des r^actif s 

immunologiques pour la detection de l f hepatite NANB epide- 
mique, sporadique ou post-transfusionnelle, qui sont carac- 
tdris^s en ce qu'ils sont constitu£s par des immunoglobu- 
lines isoiees du serum de convalescents .huroains ou de serum 

10 de singes pr^alablement infectes par le virus de 1" hepatite 
NANB, lesquels r^actifs sont aptes a former un immuncomplexe 
antigfene-anticorps lorsqu'ils sont incubus avec des extraits 
de f feces contenant des antigfenes d 1 hepatite NANB. 

Selon un mode de realisation avantageux des r£ac- 

15 tifs immunologiques conformes a la pr^sente Addition, ceux- 
ci sont aptes & former un immuncomplexe par incubation 
avec des extraits de f feces d'individus containing par du 
virus NANB selon 1' invention et purifies par centrif ugation 
et filtration* 

20 La prdsente Addition a egalement pour objet un 

r^actif immunologique pour la detection de 1' hepatite virale 
* NANB £pidfemique, sporadique ou post-transf usionnelle, carac- 
t^ris6 eri ce qu'il est constitue par un anticorps anti- 
hepatite NANB prepare a partir de serums d'animaux arti- 

25 ficiellement infectes par ingestion d' extraits de f feces 
de patients atteints d' hepatite virale NANB ou de scrums 
d'animaux immunises par le virus NANB ou ses fractions 
pur if ides. 

Selon un mode de realisation avantageux de ce 
30 r^actif immunologique, 1« anticorps anti-hepatite NANB (IgM 
ou IgG) est fixe sur un support solide. 

Selon une modality avantageuse de ce mode de 
realisation, le support solide revetu d'anticorps anti- 
hepatite NANB est en outre recouvert d'une proteine, telle 
35 que BSA en particulier, de preference en solution tamponnee. 
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Le r6actif immunologique conforme & la pr^sente 
Addition est mis en oeuvre dans le proc£d£ de detection 
d'antig&ne NANB conforme au Brevet principal en l'incubant 
avec des extraits de f&ces ou des produits sanguins ou 
5 du s6rura de patients, puis avec des fractions d'anticorps 
purifies & partir de scrums de patients convalescents 
d ' hepatite NANB £pid£mique , ou de scrums d ' animaux inf ect£s 
artif iciellement, immunises contre ce virus, lesdits anti- 
corps £tant marques par une enzyme convenable telle que 

10 la 6 -galactosidase, par exemple. La reaction est d£velopp£e 
& 1'aide d'un substrat r£v£lateur appropri£ tel que I'ortho- 
nitroph£nyl -0-D-galactopyranoside . 

Le proc£d€ de diagnostic in vitro de la presence 
du virus de 1 'hepatite NANB conforme au Brevet principal 

15 et & la pr^sente Addition consiste done k mettre en contact 
un s£rum ou un autre milieu biologique d v un patient dont 
oh cherche & £tablir le diagnostic, avec au moins une des 
proteines ou des glycoproteines du virus NANB ou avec un 
lysat viral ou avec un extrait viral, puis a d£tecter la 

20 reaction immunologique par la m£thode ELISA ou par une 
autre m£thode immunoenzymatique ou une m£thode par immuno- 
fluorescence, qui peut mesurer directement ou indirectement 
1 ' immunofluorescence ou la reaction immunoenzymatique. 

C'est la raison pour laquelle la pr£sente Addition 

25 englobe £galement les extraits viraux marques, qu'ils soient 
marquds par une enzyme, par fluorescence ou qu'ils soient 
marques par un radioisotope. 

Les m£thodes d 9 immunodetection comprennent; comme 
on le sait : 

30 - le d£pdt de quantit£s d' extrait specif ique 

ou des prolines virales conformes a 1* invention, dans 
ou sur un support tel que les puits d'une microplaque 
de titration ; 

1 1 introduction de dilutions croissantes du 
35 serum a diagnostiquer sur ledit support, tel que lesdits 
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puits ; 

- 1' incubation du support tel que la microplaque 

susdite ; 

- le lavage soigneux du support tel que la micro- 
5 plaque susdite k l'aide d'un tampon convenable ; 

- 1* introduction'* d'anticorps anti-inununoglobuline 
humaine marques specif iques dans ou sur le support tel 
que les puits de la microplaque susdite, le marquage £tant 
r£alis£ par une enzyme choisie panni celles capables 

10 d'hydrolyser un substrat de telle manifere que 1' absorption 
de radiations par ce dernier soit modifi^e au moins dans 
une bande specif ique de longueurs d'ondes, et 

- la detection, de preference de manifere compara- 
tive, par rapport & un t^moin, de la quantity de substrat 

15 hydrolyse, a la fois par la mesure du produit biologique 
dangereux et par la presence effective de la maladie. 

La pr^sente Addition a egalement pour objet un 
kit -ou ensemble- pret & I'emploi pour la realisation du 
proced£ de diagnostic (recherche de I'anticorps ou du virus 

20 NANB) conforme au Brevet principal et 4 la pr^sente Addition, 
lequel kit est caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- un extrait ou une fraction purifi^e de 1' agent 
viral conforme au Brevet principal, lequel extrait ou 
fraction est marque, par exemple par un radioisotope, une 

25 enzyme ou par immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une pro- 
t£ine A eventuellement fix^es sur un support insoluble 
dans l'eau tel que spheres d 'agarose ou de latex, magne- 
tiques ou non ; 

30 - des tampons et, si n^cessaire, des substrats 

pour visualiser les marquages. 

Le r^actif apte & gtre utilise pour la detection 

d' hepatite NANB conforme & la pr^sente Addition, est prepare 

et utilise comme d6crit ci-apr&s. 
35 Des singes sont artif iciellement inf ect^s par 



2609807 



5 

ingestion d'extraits de f feces de patients atteints d 1 hepa- 
tite NANB £pid£mique. 

Les scrums de singes utilises sont ceux collects 
le 2 7 feme jour aprfes 1' infection , k partir des singes infect^s 
5 artif iciellement coznme indiqu£ plus haut. Ces scrums sont 
chromatographics sur une colonne de gel de dextrane dans 
un tampon Tris-NaCl 0 r lM, pH B pour isoler les anticorps 
recherch£s qui sont des IgM anti-NANB. 

Les IgM ainsi ±sol£es sont fix£es sur des supports 

10 solides, tels que de pr£f£rence des plaques de PVC, en 
mettant les IgM k des concentrations d' environ 10 a 50 pg 
de prolines par ml de PBS, en contact avec les supports 
solides pendant 18 k 24 heures a +4°C. II est px6f6r6 que 
ces plaques de PVC revetues des IgM anti-h6patite NANB, 

15 soient ensuite recouvertes d'une couche de PBS contenant 
1 % de BSA ( struma lbumine bovine) et 0,1 % de "Tween 20". 
Les plaques de PVC doublement revStues sont alors pretes 
k 1' usage en tant que reactif de diagnostic utile pour 
la detection de I 1 agent viral associC k !• hepatite NANB. 

20 Le proc£de de diagnostic conforme au Brevet prin- 

cipal et a la pr£sente Addition commence de. pr£f£rence 
par 1' incubation desdites plaques de diagnostic avec des 
extraits de f feces k diagnostiquer, pendant 1 heure a 37 °C. 
Les plaques sont ensuite incubees avec des fractions d'IgG 

25 obtenues par purification de serums de patients convales- 
cents d'hfepatite NANB Cpidemigue, par chromatographie sur 
une colonne de DEAE-Trisacryl et marquees par une enzyme, 
de preference la beta-galactosidase, d'hydrolyse d'un subs- 
trat r^vdlateur en presence duquel a lieu la reaction, 

30 et qui est de preference l f orthonitroph€nyl-beta-D-galacto- 
pyranoside. 

En complement de la m^thode de detection decrite 
dans le Brevet principal, elle peut consister a rechercher 
la presence d 1 anticorps NANB dans le serum ou autre milieu 
35 biologique d'un malade ou d'un convalescent j. en pareil 
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cas, le B^rum est mis en contact avec la preparation virale 
conforme au Brevet principal - collect£e par exemple apr&s 
centrif ugation et isolement de la bande de density k 1,28- 
1*32 g/cm* correspondante ou avec une fraction de cette 
5 preparation virale ; cette preparation virale , ou 1 • une 
de ses fractions, est mise en reaction avec une preparation 
d'IgM ou d'IgG qui rev£t les parois d'une microplaque d'une 
mani&re bien connue de l 1 Homme de l'Art. La formation d'un 
immuncomplexe (virus ou fraction de celui-ci - Anticorps 

10 humains anti-virus) s' oppose alors h la revelation de l'an- 
tigene qu'il contient par I'IgG de convalescent marquee 
par exemple par une enzyme* 

La recherche d 1 anticorps k l'aide de cette m£thode 
de detection peut Stre effectu^e dans le sang de malades 

15 ou de convalescents, dans les produits utilises dans les 
transfusions sanguines et dans les fractions derivees du 
sang de personnes ayant ete expo sees a 1* agent causal de 
l 1 hepatite NANB tel que d£fini dans le Brevet principal, 
dont les souches 1-617 et 1-616 et celles presentant une 

20 reaction immunologique croisee avec ces deux souches de 
reference, notaxrunent la souche isoiee de patients atteints 
d' hepatite NANB post-transf usionnelle , dont les proprietes 
immunologiques sont identiques & celles de la souche I-617 r 
et qui est identified corame souche virale "H-SET" d£pos£e 

25 le 5 Fevrier 1987 sous le Mo 87*02.05.02 aupres de la Col- 
lection ECACC ( Grande-Bret agne ) . 

Bien que les donnees cliniques et epidemiologiques 
aient pu suggerer que la forme epidemique de 1 ' hepatite 
KANB presentee par des patients atteints d' hepatite NANB 

30 epidemique est due a un virus different de celui qui est 
h l'origirie de 1' hepatite NANB post-transf usionnelle trans- 
mise par injection parenterale, conf orroeroent & la pr^sente 
Addition l'Inventeur a pu isoler de patients atteints d' he- 
patite NANB post-transf usionnelle une nouvelle souche de 

35 virus NANB dont les proprietes immunologiques sont pratique- 
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ment identiques k celles des souches d£pos£es le 30 Octo- 
bre 1986 sous les Nos 1-616 et 1-617 auprfes de la CNCM 
de l'Institut Pasteur. Des tests s£rologiques tr&s sensibles 
de presence de virus HAV et HBV ont permis d'exclure ces 
5 deux virus en tant qu 1 agents Etiologiques et d'exclure, 
de nteme, d'autres virus hEpatotropes tels que le cytomegalo- 
virus , le virus d' Epstein -Bar r et le virus de la fifevre 
jaune • 

La prEsente Addition a en outre pour objet un 
10 nouvel agent viral purifiE impliquE dans les formes spora- 
dique, EpidEmique et post-transf usionnelle de I 9 hepatite 
NANB. Ce virus se distingue des virus HAV et HBV en ce 
qui concerne l'homologie antigEhique de ses prolines en 
tant que materiel gEnEtique. 
15 Les compositions prEparEes conformEment au Brevet 

principal et a la prEsente Addition (antig&nes viraux puri- 
fies, prolines recombinantes obtenues par 1 'expression 
du virus NANB dans des cellules procaryotes ou eucaryotes 
ou peptides synthEtiques dEduits de la sequence du genome) 
20 peuvent etre utilisEes pour le diagnostic de 1' hepatite 
NANB ou pour la vaccination propre h induire la synthase 
d'une rEponse immune protectrice apr&s administration & 
l'hote. 

La prEsente invention englobe toutes les composi- 
25 tions de ce type contenant un antig&ne present ant des pro- 
priety immunologiques Equivalentes k celles du virus NANB 
Clamart (CNCM 1-617) ou C6te d'lvoire (CNCM 1-616). En 
ef fet deux protEines ou antigfenes sont considers comme 
Equivalents dans le cadre de la prEsente invention lorqu'ils 
30 sont capables d'etre reconnus par les memes anticorps* 
Les produits exprimes par des sequences correspondantes 
du matEriel gEnEtique codant des sequences gEnEtiques 
correspondantes sont, par suite, compris dans le cadre 
de tels antigenes Equivalents. 
35 La prEsente Addition englobe Egalement les sErums 



2609807 



8 

pouvant etre produits k partir d'animaux par inoculation 
& ces derniers de virus NANB & l'aide des compositions 
pr6cit6es. En particulier la pr^sente Addition englobe 
les anticorps polyclonaux specif iquement dirig£s contre 
5 chacun des antig&nes du virus NANB. Elle englobe Egaleroent 
les anticorps xnonoclonaux susceptibles d'etre obtenus par 
les m£thodes classiques et dirigds plus specif iquement 
contre les antigfenes du virus NANB. 

Ces anticorps polyclonaux et xnonoclonaux peuvent 
10 gtre utilises dans un grand nombre d 1 applications au nombre 
desquelles on peut citer la neutralisation de I'antigfene 
correspondent ou du virus total. lis peuvent Stre utilises 
pour d^tecter des antig&nes viraux dans des preparations 
biologiques ou pour purifier des antigfenes correspondants . 
15 La pr^sente Addition englobe 6galement tout virus 

de 1' hepatite KANB Equivalent prEsentant les memes caractE- 
ristiques immunologiques . Les travaux menEs par I'Inventeur 
ont montrE la relation immunologique entre les matEriels 
antigEniques isol£s d'extraits de f6ces de malades atteints 
20 respectivement d» hepatite NANB Epid&nique, sporadique et 
post-transf usionnelle . 

C'est ainsi que la souche de type Clamart (dEposEe 
sous le No 1-617 auprfes de la CNCM et dgalement d£pos£e 
auprfes de la Collection ECACC sous le No 87.02.05.02) a 
25 6t6 isol£e a partir des selles d'urie malade qui prEsentait 
une hepatite aigfte NANB dument caractErisEe cpxnroe h6patite 
NANB transfusionnelle. Les selles contenaient l B antigfene 
conf orme au Brevet principal , pr£ cEdemment caractErisE 
dans les hepatites Epid&rtiques (C6te d'lvoire) et sporadiques 
30 (Prance). 

Un antigfene associE au virus del 1 hepatite NANB 
a 6t6 caractErisE pendant 15 jours & la phase aigiie de 
la maladie. D'autres cas similaires ont &t6 observes avec 
caractdrisation du meme antigfene dans les selles et isole- 
35 ment d'un virus prEsentant les caractEristiques immunologi- 



2609807 

9 

ques identigues aux virus 1-616 et 1-617. 

II r£sulte des travaux de 1'Inventeur que ce 
virus , appeie virus de 1' hepatite NANB ^pid^mique, sporadi- 
que et transfusionnelle (en abr£g6 : "H-SET" ) est responsa- 

5 ble de l'apparition d 'hepatite de type non A non B chez 
des ma lades transfuses. 

Une etude comparative comprenant des naiades 
polytransfus^s sans hepatite infectieuse et des naiades 
atteints d' hepatite A ou B a montre 1* absence d' antigene 

10 associe au virus dans leurs selles et 1' absence de virus 
cultivables dans les conditions dans lesquelles le virus 
"H-SET" se multiplie. La souche "B-SET" 1-617 isol£e des 
selles d'un malade souffrant d' hepatite NANB transfusion- 
nelle, a pu- 6tre cultiv^e sur cellules PLC/PRP5 dans les 

15 conditions d£crites dans le Brevet principal. Les lesions 
correspondant notamment a de nombreuses formations syncitia- 
les apparaissent a J6-J7 pr£c£dant le decollement des cellu- 
les infectives . Un proc£d£ identique de culture pourra etre 
utilise par l'Homme de l'Art pour un isolement du virus 

20 & partir d'un preievement sanguin. Les cultures infect^es 
peuvent Stre utilis^es comme source d ' antigene non pur if L6 
en vue de la caracter£sation & leur surface des molecules 
d'anticorps provenant d'un sujet ayant contracte 1' infection 
(le complexe virus-anticorps etant reveie a I'aide d'anti- 

25 immunoglobulines humaines marquees). 

La souche Clanart s'est av£r£e infectante pour 
deux singes rhesus (inoculation par ingestion (per os) 
avec 0,5 ml d'un extrait de selle k 10 %) avec apparition 
de 1' antigene dans les selles entre les 20e et 24e jours 

30 apres 1' inoculation et avec augmentation des transaminases 
entre le 28e et le 32e jours (signe caract£ristique d'attein- 
te hepatique ) . 
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RBVENDICATIOBS 

1. - Nouvel agent viral purifi£ selon l'une quel* 
congue des revendications 1 h 5 du Brevet principal, carac- 
t£ris£ en ce gu'il est constitue\ par un agent viral purifiC 

5 imp li que* dans 1' hepatite virale NANB £pid£mique, sporadique 
et post-transfusionnelle. 

2. - RCactif immunologique pour la detection de 
l 1 hepatite virale NANB £pid£mique, sporadique ou post-trans- 
fusionnelle, par le proc£d£ selon la revendication 15 du 

10 Brevet principal, caract^rise* en ce qu'il est constitue* 
par des immunoglobulines isol£es de s£rum de convalescents 
humains ou de s£rum d'animaux pr£alablement artif iciellement 
infect£s par le virus de 1* hepatite NANB. 

3. * R£actif immunologique selon la revendica- 
15 tion 2, caract£ris£ en ce qu'il est constitue par un 

anticorps form£ d 1 immunoglobulines pr£par£es a partir de 
scrums d'animaux artif iciellement infect£s par ingestion 
d'extraits de feces de patients atteints d' hepatite NANB 
£pid£mique. 

20 4.- R£actif immunologique selon la revendica- 

tion 2 9 caract6ris6 en ce qu'il est constitue* par un 
anticorps an ti -NANB pr£par£ & partir de sdrums d'animaux 
immunises par le virus NANB ou ses fractions purifi£es. 

5. - R£actif immunologique selon la revendica- 
25 tion 2, 3 ou 4, caract^rise* en ce que I 1 anticorps anti- 
NANB est fix£ sur un support solide* 

6. - R^actif immunologique selon la revendica- 
tion 5, caract£ris£ en ce que le support solide revetu 
d' anticorps ant i -NANB est en outre revStu de pro twines. 

30 7.- Proc£d£ d'isolement d* anticorps anti-NANB 

de scrums d'animaux artif iciellement infect£s par ingestion 
d'extraits de feces de patients atteints d v hepatite NANB 
£pid£mique, caract£ris£ en ce que lesdits scrums sont chro- 
matographics sur une colonne de dextrane dans du tampon 

35 Tris-NaCl 0,1M, pH 8 pour isoler les IgM anti-NANB. 



2609807 

11 

8 Proc£d£ 6elon la revendication 7, caract£ris£ 
en ce que les scrums d'anixnaux artif iciellement infectds 
sont des scrums de singes, collect£s a partir du 21 e jour 
aprfes l f infection par des extraits de f feces. 
5 9.- Proc£d£. selon la revendication 8, caract£ris£ 

en ce que les scrums Isolds conf ormement a la revendication 
6 sont fix£s sur des supports solides,* notamment sur des 

■ 

plaques en PVC, par contact entre les IgM a des concentra- 
tions de I'ordre de 10 & 50 pg de prolines par ml de 
10 PBS, et lesdits supports pendant 18 a 24 heures a +4°C 
environ . 

10. - Proc£d£ selon la revendication 9, caract£ris£ 
en ce que lesdits supports solides, revetus d'anticorps 
anti-NANB sont eiisuite revetus d'une couche de PBS contenant 

15 0,1 % environ de BSA et 0,1 % environ de Tween 20. 

11. - Proc€d6 • de detection d'anticorps dans le 
sang de patients ou dans des produits d£riv£s de sang carac- 
t£ris£ (a) en ce que l'on met en contact le sang ou le 
produit d£riv£ de sang avec un rdactif constitu£ par un 

20 agent viral selon l'une quelconque des revendications 1 
a 8 du Brevet principal, et. (b) en ce que l'on identifie 
la presence d'anticorps de l 1 hepatite NANB virale dans 

* - 

ledit sang ou produit du sang. 

12. - Proc£d£ de diagnostic de l'hdpatite virale 
25 NANB sporadique, £pid£mique ou post-transfusionnelle dans 

des extraits de f feces, caract€ris£ en ce que l'on incube 
les plaques revgtues d'anticorps IgM selon la revendica- 
tion 5 ou la revendication 6, (a) tout d'abord avec des 
extraits de f feces pendant 1 heure environ & 37 °C environ, 
30 puis (b) avec des fractions d* IgM ou d' IgG purif ides a 
partir de scrums de patients convalescents d 'hepatite NANB 
£pid£mique et marquees pax une enzyme, en presence d 1 un 
substrat r£v£lateur convenable. 

13. - Proc£d£ de diagnostic selon la revendica- 
35 tion 12, caract£ris£ en ce que les fractions d'IgG sont 
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marquees par la b€ta-galactosidase et le substrat r^vdlateur 
convenable est de pr£f£rence constitue* par 1 'orthonitro- 
ph£nyl-beta-D-galactopyranoside . 

14. - Proc£d£ de diagnostic selon la revendication 
5 12, caract£ris£ en ce que les fractions d'IgG marquees 

par une enzyme, sont obtenues k partir de scrums de patients 
convalescents d' hepatite NAHB £pid£mique. 

15. * Proc£d£ de preparation des IgG mises en 
oeuvre selon la revendication 12, caract£ris£ en ce que 

10 les IgG sont i solves par purification, de scrums de patients 
convalescents d ' hepatite NANB £pid£mique , par chromatogra- 
phic sur une colonne de DEAE-Trisacryl, puis elles sont 
marquees par une enzyme convenable, de preference la beta- 
galactosidase . 

15 16.- Kit, ou ensemble, pret k I'emploi pour le 

diagnostic de I 1 hepatite virale NANB £pid£mique, spora- 
digue ou post-transfusionnelle, caract£ris£ en ce qu'il 
comprend, outre les tampons, solvants et r£actifs n£cessai- 
res k la mise en oeuvre du proc£de* de diagnostic selon 

20 I'une que Icon que des revendications 15 k 19 du Brevet prin- 
cipal ou selon I'une quelconque des revendications 12 & 
14 de la pr£sente Addition, au moins un r£actif de diagnos- 
tic constitue* par des IgM anti-NANB fix£es sur un support 
solide, au moins un r£actif constitue* par des IgG marquees 

25 par une enzyme conform£ment k la revendication 13, et au 
moins un substrat convenable de reflation de la reaction 
enzymatique. 

17.- Kit de diagnostic de 1» hepatite virale NANB 
dpidemique, sporadique ou post-transfusionnelle, caract£rise 

30 en ce qu'il comprend un extrait marque* de 1' agent viral 
selon I'une quelconque des revendications 1 k 8 du Brevet 
principal, des anti-immunoglobulines humaines, des tampons 
convenables et des r£actifs de visualisation du marquage 
de 1' agent viral. 

35 18.- Agent thirapeutique pour le traitement de 
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1' hepatite virale NANB £pid6mique, sporadigue ou post-trans- 
fusionnelle, caract£ris£ en ce qu'il comprend essentielleroent 
un anticorps purifi£ dirig6 contre I'agent viral selon 
l'une quelconque des revendications 1 & 8 du Brevet prin- 
5 cipal. 

19.- Agent th^rapeutique selon la revendi cation 
18, caract£ris£ en ce qu'il est essentielleinent constitue 
par les IgM Isoldes ddfinies selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 6. 

10 20.- Agent th^rapeutique selon la revendication 

18, caract£ris£ en ce qu'il est essentielleinent constitue 
par des anticorps monoclonaux produits par un hybridome 
resultant de la fusion de cellules de tny£lome et de cellules 
spl£niques de souris auxquelles ont 6t6 inocul£s des agents 

15 viraux de 1* hepatite NANB selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 8 du Brevet principal. 

21.- Souche d'un agent viral purifi£ isol£ des 
feces d'un ma lade atteint d' hepatite virale NANB post-trans- 
fusionnelle, dite "Souche H-SET W d£posee le 5 P^vrier 1987 

20 sous le N° 87.02.05.02 auprfes de la Collection ECACC (Gran- 
de-Bretagne) . 



